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Description 



(.'invention a pour objet un precurseur de colorant pouvant etre obtenu a partir de cellules d'une plante du genre 
Medicago, ainsi que le procede de preparation dudit precurseur de colorant et son application a I'obtention de produrts 
5 colorants, par reaction avec une quinone. 

On connait de nombreux produrts colorants derives de quinone, ainsi que leur application notamment a la teinture 
des fibres keratiniques ; voir par exemple la demande de brevet EP-A-0560683 et les documents cites dans ladite 
demande de brevet. 

On a maintenant decouvert que des cellules de plantes du genre Medicago, cultrvees in vitro en presence de 
io lactose comme substrat carbone, contiennent des metabolites capables de reagir avec des quinones en donnant des 
produits colorants, et que ces metabolites sont absents lorsque I'on utilise le glucose comme substrat carbone. 

Ce sont ces metabolites qui constituent les pr6curseurs.de colorants de Invention. On a decouvert que ces pre- 
curseurs de colorants sont egalement presents dans les plantes du genre Medicago cultivees sur sol ou en conditions 
hydroponiques, mais a une tres faible concentration. 
is L'invention a done pour objet une composition contenant au moins un precurseur de colorant, caractensee par le 

fait que led it precurseur de colorant est un produit existant a I'etat naturel dans les cellules d'une plante du genre 
Medicago, est capable de reagir en solution aqueuse avec la 1 ,4-naphtoquinone en donnant au moins un produit 
colorant et est present dans ladite composition a I'etat au moins partiellement purifie. 

L'expression 'a I'etat au moins partiellement purifie" signifie ici que, par rapport a son etat naturel (plante ou cellules 
fratches ou dessechees), le precurseur de colorant, dans la composition de l'invention, a ete concentre et/ou a ete 
debarrasse d'au moins une partie des autres cbnstituants de la plante, et en particulier des constituents ayant une 
masse moleculaire superieure a 3500. 

Dans les compositions de l'invention, le precurseur de colorant est generalement present a une concentration 
superieure a la concentration dudit precurseur dans ladite plante ou dans lesdites cellules a I'etat desseche. 
On considere qu'une plante est a I'etat desseche quand sa teneur en eau est inlerieure a 10 % en poids. 
L'invention concerne en particulier une composition dans laquelle ledit precurseur est present a une concentration 
au moins egale a celle dudit precurseur dans une dispersion aqueuse contenant, par litre de dispersion, 1 gramme (et 
notamment 2 grammes), en matiere seche, d'un broyat de cellules de ladite plante, les cellules dudit broyat ayant ete 
cultivees in vitro dans un milieu contenant uniquement du lactose comme source de carbone. 

Les precurseurs de colorants qui sont des constituants de la composition de l'invention sont presents notamment 
dans les plantes, et dans les cellules cultivees in vitro (par exemple dans les conditions indiquees ci-dessus), des 
especes suivantes : Medicago sativa, Medicago falcata, Medicago intermedia, Medicago media, Medicago vana et 
Medicago versicolor. 

La culture in vitro desdites plantes peut etre effectuee au depart d'un explant (par exemple un fragment de f euille 
35 ou de cotyledon). 

Les milieux de culture qui conviennent a la culture in vitro de cellules vegetales sont actuellement bien connus. 
Ces milieux de culture contiennent notamment des sources d'azote, des sources de carbone, des microelements, ainsi 
que des vitamines a faible concentration. Les milieux de culture actuels derivent notamment des bases theonques 
definies par MURASHIGE et SKOOG lors de la mise au point du milieu de culture qui porte le nom de ces auteurs. 
Pour les microelements, on utilise generalement ceux proposes par Heller : manganese, zinc, bore, cuivre, iode, nickel, 
aluminium ainsi que le molybdene, le fer et le cobalt. Comme source de carbone, on utilise generalement des sucres, 
en particulier le saccharose et le glucose, mais pour obtenir les precurseurs de colorants de l'invention, il convient de 
remplacer au moins partiellement ces sucres par d'autres sources de carbone, notamment le lactose. La determination 
des sources de carbone qui conviennent peut etre effectuee par de simples experiences de routine en recherchant la 
presence dans les cellules cultivees, d'un precurseur de colorant tel que defini dans la presente demande. Parmi les 
vitamines qui lavorisent la croissance des cellules en culture, on citera notamment la thiamine, et aussi I'acide nicoti- 
nique et la pyridoxine. On peut ajouter egalement du panthotenate de calcium, de la biotine et du meso-inositol. 

Le milieu de culture peut egalement conlenir des acides amines, des extraits proteiques, des acides organiques, 
etc. On peut egalement ajouter au milieu de culture des regulateurs de croissance tels que I'acide naphtalene acetique 
50 (ANA), la kinetine (6-f u rf u ry lam in o-p urine), etc. 

Les compositions de precurseur de colorant de l'invention sont notamment des solutions (e'est-a-dire pratiquement 
exemptes de produits solides non dissous) ou des produits solides pouvant etre obtenus par exemple au depart de 
telles solutions par evaporation du ou des solvants. Les residus solides obtenus par evaporation du solvant (notamment 
eau, alcanol inferieur et leurs melanges) sont pratiquement totalement solubles dans un tel solvant. 
55 L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une composition telle que definie precedemment. 

Ce procede est essentiellement caracterise par le fait que I'on broie des plantes ou parties de plantes du genre 
Medicago ou des cellules d'une plante du genre Medicago provenant d'une culture in vitro, et que I'on separe et 
recueille selon les rnethodes de fractionnement usuelles, une fraction du broyat obtenu, ladite fraction etant une f rac- 



2 



EP 0 848 041 A1 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



tion au moins partiellement purifiee exempte de constants de masse moleculaire superieure a 3500^Pour separer 
ladite frTction au moins partie.lemenl purifiee. on peut operer par exemp.e selon .'une au mo.ns des me.hodes 
suivantes : 

- on orocede a une filtration et recueille le filtrat, 

- on precede a une decantation ou a une centrifugation, et recueille une fraction contenant le sumageant. 

- ou I'on procede a une extraction avec un solvant. 

Le solvant approprie pour ('extraction peut etre determine par de simples experiences de routine. On peut utiliser 
notamment I'eau ou un alcanol inferieur (par exemple le methanol ou .'ethanol). On peut ensuite evaporer le solvant 
pour obtenir une composition sous forme d'extrait sec : on traite un broyat, un extrait. un filtrat ou un sumageant ams, 
obtenu de facon a eliminer les constants de masse moleculaire superieure a 3500, et en part.cul.ersuper.eurea 1500. 

Selon un mode de realisation particuiier du procede de preparation de la composition de precurseur de colorant, 
on cultive in vitro des cellules d'une plante du genre Medicago, dans un milieu contenant une source de carbone 
aooropriee par exemple du lactose, on broie la biomasse formee, et on separe et recueille. comme precedemment, 
une fraction dudit broyat contenant le precurseur de colorant a I'etat au moins partiellement purifie. 

II est oossible d'eff ectuer la culture dans un milieu contenant uniquement du lactose comme source de carbone. 

La culture in vitro peut etre effectuee a la lumiere, mais elle est effectuee de preference a I'obscurite. On opere 
en milieu non agite ou, de preference, en milieu agite. La temperature de culture peut varier par exemple de 20 a 30 C. 
On^cueMle la biomasse au bout d'un temps de culture sulfisant, qui depend notamment du volume du lermenleur 
utilise On peut egalement proceder, a intervalles reguliers, a des prelevements d'une parf.e de la biomasse en cas 
de culture en conilnu. Dans chaque cas. le temps de culture ou les intervalles entre deux prelevements peuvent etre 
determines par des experiences de routine. 

En vue d'une utilisation des compositions de I'invention. le procede de preparation de ces composrt.ons comprend 
done une etape de broyage de la biomasse (plantes. parties de plantes ou cellules de cuttures in vitro) selon les 
methodes usuelles. On peut ensuite purifier au moins partiellement la composition en eliminant tout ou part.e des 
constituants autres que les precurseurs de colorants, comme indique precedemment. Par exemple, on peutf.ltrer le 
brovat sur tout filtre approprie. y compris sur filtre retenant les produits de dimension superieure a 0.2 nm environ. 

On oeut purifier encore davantage la composition de I'invention (filtrat. sumageant ou extrait) par passage a travers 
une membrane ^ultrafiltration ou de dialyse capable de retenir les constituants de masse molecula.re super.eure a un 
seuil predetermine, par exemple superieure a 3500. ou superieure a 1500 ou a 1000. Dans chacun de ces cas. les 
Drecurseurs de colorants se trouvent dans le filtrat ou le dialysat. Knn 

Les precurseurs de colorants de I'invention sent retenus par les membranes ayant un seu.l de coupure de 500 
daltons Leur masse moleculaire est done comprise entre 500 et 1000 daltons. 

L'invention a Sgalement pour objet un procede d'obtention d'un produit colorant, caracter.se par le fart que I on fait 
reagir une quinone avec une composition de precurseur de colorant telle que definie ci-dessus et que, si des.re, on 
isole et/ou purifie un produit colorant issu de cette reaction. 

La selection des quinones qui conviennent peut etre effectuee par de simples experiences de rout.ne en fa.sant 
reagir la quinone consideree avec une composition contenant le precurseur de colorant defin, c.-dessus. En effet to 
reaction conduit a ("apparition d'une coloration ou a une modification de la coloration, laqumone cons.deree est ut.hsable 
dans le procede d'obtention d'un produit colorant selon I'invention. 

Selon un mode de realisation particulier, la quinone peut etre choisie notamment parm. les 1 ,4-benzoqu.nones 
eventuellement substitutes en rune au moins des posrtions 2 et 3, les 1 ,4-naphtoquinones eventuellement subst.tuees 
en I'une au moins des positions 5, 6, 7 et 8, et la diphenoquinone. 

Parmi les 1 ,4-benzoquinones eventuellement substituees, on citera notamment celles qui repondent a la formule (I) 



1 j 

O 

ss 



(I) 



dans laquelle R et R' representent independamment -H, hydroxy, alkyle en C,-C 4 . alcoxy en C,^. sulfonyle. ou un 
groupement heterocyclique ou aryle, eventuellement substrtue. Le groupement heterocyclique est par exemple un 
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rtomont fljram/ i e ovranyle ou indolyle, eventuellement substitue. notamment substitue par un groupement alkyle 

arja -1 par exemp.e un groupement phenyle eventuellement substKue, notam- 
mont Qnhc;titue Dar au moins un alkyle ou alcoxy en C!-C 4 . 

Parses 1 A -naphtoquinones eventuellement substitutes, on citera notamment cel.es qu, repondent a la formu.e 




(ID 



dans laquelle les substituants R, a R 4 sont definis, ihdependamment. comme R et R' ci-dessus^ 

Us q '-nones de formu.es (I) et (II) sont connues ou peuvent etre preparees se.on des procedes connus. Certa,nes 
□uinones u.ilisaP.es, y compris des composes de formule (I) et (II), sont decrites par example dans les documents EP- 
376776 el 'Dictionary ol Natural Products on CD-ROM", CHAPMAN & HALL (London) 1996. 

On plut utilise, notamment une quinone choisie parmi la 1 ,4-benzoquinone. la 2-methyM.4-ben2oqu.none, la 2- 
(4-m6thyl-2-f urany.)-! .4-benzoquinone. la 2-hydroxy-1 .4-benzoquinone. la 2-phenyM ,4-benzoqu.none, la 1 ,4-naph- 
t^Tnone la , 5-hydroxy-1 ,4-naphtoquinone. la 5-hydroxy-7-methyl-1 ,4-naphtoquinone, la 6-methyl-1 ;4-naphtoqu.none 
pt la 5 8-dihvdroxy-1 ,4-naphtoquinone. 

On pcut cgalcmcnt utiliscr d'autres derives de quinone tels que la geogenine (ou pleurotine) et la juglor.ne. 
La reaction du precurseur de colorant avec une quinone est effectuee de preference en solution dans un sotvan 
approprie tel que par exemp.e un alcool ou un melange d'eau et d'alcool. Ualcool peut etre notamment un alcanol 
fn^rTeu tel que ,e methanol Par exemp.e. on ajoute la quinone sous la forme d'une so.ut.on dans ur . ateoo. . une 
Son aqueuse contenant le precurseur de colorant. La reaction peut etre effectuee a une temperature de 20 a 1 00 C 
30 environ et en oarticulier de 30 a B0°C environ, 

Les precurseurs de colorants de invention peuvent etre presents dans les plantes ent.eres cultrvees sur sol ou 
en culture hydroponique. Ainsi, dans le cas de Medicago sativa, le filtrat obtenu apres passage sur membrane de 
poro e 0,2 pm d'unbroya, de p.ante entiere fournit des precurseurs de colorants se^a dans 
les cellules cultivees in vHro en presence de lactose, comme I'a montre par exemple ('analyse par HPLC d un tel filtrat. 
Touteti dans la plante entiere, ces precurseurs de colorants ne sont le plus souvent presents qu'a de fa.b.es con- 
Z SS. g^ralement plusieurs centaines de bis plus faib.es que les concentrations obtenues dans les cellules 
de TaZe plante cultivees in vitro en presence de lactose comme seu.e source de carbone. Les compos, .ons de 
Jinven^Ttelles que definies ci-dessus, sont notamment cel.es qui contiennent les precurseurs de colorants a une 
concenSiion au moins egale a ce.le desdits precurseurs dans une dispersion aqueuse contenant. par hire de d,sper- 
?on 1 a (Ten particulier 2 g) en matiere seche d'un broyat de cellules de la p.ante consideree les ce.lu.es dud.t 
broyat ayant ete cultivees dans un milieu contenant uniquement du lactose comme source de carbone. Les concen- 
Sns minimum ainsi definies, qui peuvent etre tres facilement atteintes en utilisant comme mat.ere prem.ere des 
ce uTes cXes in vitro en presence d'une source de carbone telle que par exemp.e le lactose son nettement su- 
perieures a celles qui peuvent etre atteintes dans une dispersion aqueuse d'un broyat de la plante enhere. 
P vlnvenZ a ega.ement pour objet un produit colorant caracterise par le fait qu'i. est suscept.b.e d'etre obtenu par 

16 ' Pa^fcTs S^H? Sera notamment les composes A. B, C et D decrits ci-apr,s dans la parte experimental 
Parmi les precurseurs de colorants conlenus dans les compositions de I'invention. on citera done en part.cul.er 
ceux qui sont capab.es de reagir avec la 1 ,4-naphtoquinone en donnant run au moins desdits composts A B. C et D. 

Les produits colorants obtenus selon I'invention sont generalement solubles dans au moms un solvant usuel, par 
exemple dans des alcools (notamment alcanols inferieurs comme le methanol ou I'ethanol) et dans des melanges 

d ^Ces produiJoolorants peuvent etre utilises notamment dans des compositions colorantes telles que des compo- 
sitions de teinture des fibres textiles, y compris la laine ; dans des compositions de teinture des cheveux ; dans des 
compositions de vernis a ongles. etc. De telles compositions font partie de I'invent.on. lis peuvent egalement etre 
utilises pour donner une coloration distinctive a des compositions liquides telles que des composrt.ons de nettoyage 
ou d'entretien des surfaces (sols, murs, vitres). 

Les compositions de teinture de I'invention peuvent etre preparees selon les methodes usuelles. Par exemple. les 
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compositions de teinture pour cheveux. contenant les produits colorants obtenus selon Invention, comprennent au 
moins un solvant approprie acceptable en cosmetologie. notamment I'eau, les alcools infer.eurs (par exemple en C,- 
C.) les alkyleneglycols (comme I'elhyleneglycol ou le propyleneglycol). etc. 

Les produits colorants obtenus selon ('invention sont presents, dans les compositions de teinture pour cheveux. 
a une concentration comprise generalement de 0,01 a 10 % en poids, et en particulier de 0.05 a 5 % en po.ds. par 
rapport au poids total de la composition. Ces compositions peuvent egalement contenir d'autres colorants choisis parm. 
les colorants directs usuels. ainsi que les ingredients usuellement presents dans des compositions de ce type, par 
exemple des agents tensioactifs, des agents epaississants. des agents dispersants. des agents conservateurs. des 
aqents de gonflement des fibres keratiniques, des parfums. etc. 

Les compositions de teinture de I'invention peuvent se presenter notamment sous la forme de lotions, de gels, de 
dispersions d'emulsions, de mousses ou encore sous forme de compositions conditionnees pour aerosols. 

Pour teindre les cheveux avec des compositions de teinture de I'invention, on applique la composition sur les 
cheveux et on la laisse agir, dans le cas ou la composition est destinee a etre rincee, pendant un temps generalement 
compris entre 5 et 60 minutes, et en particulier entre 10 et 30 minutes, puis on rince les cheveux. Dans le cas ou la 
composition n'est pas destinee a etre rincee, on I'applique sur les cheveux, puis on peut secher ces dern.ers. 

Les compositions de vernis a ongles contenant les produits colorants obtenus selon la presente invention sont 
oreparees de maniere usuelle. Outre un produit colorant obtenu selon 1'invention. elles contiennent generalement, 
dans un solvant ou un melange de solvants approprie (notamment des alcools tels que des alcanols inferieurs ou 
l-alcool benzylique leurs acetates, ou encore I'acetone ou des glycols), un polymere filmogene (notamment nitrocel- 
lulose ethylcellulose. etc), un plastifianl (par exemple phtalate de butyle) qui augmente notamment la souplesse du 
film de vernis depose, et eventuellement d'autres colorants ou pigments, et des resines qui permettent d'obten.r un 
vernis brillant et ayant une bonne adherence, _ 

Les compositions de teinture de I'invention peuvent etre egalement utilisees dans des precedes de teinture des 
fibres textiles par exemple la laine. par impregnation ou immersion de fibres textiles ou de tissus. avec une solut.on 
ou dispersion de produits colorants obtenus selon I'invention, eventuellement en presence d'un agent mordant, selon 

des methodes connues en soi. , . . M >,« 

L'invention concerne egalement un necessaire (kit) permettant de preparer une composition colorante. Ledit kit 
comprend dans des conteneurs separes dont les contenus sont a melanger au moment de I'emploi. au moms un 
precurseur de colorant et au moins une quinone. ledit precurseur presentant les caracteristiques suivantes : 

il existe a I'etat naturel dans les cellules d'une plante du genre Medicago, 

il est capable de reagir avec ladite quinone en donnant au moins un produit colorant. 

Dans le kit de I'invention, le precurseur de colorant peut etre present en -solution dans un solvant tel que ceux 
mentionnes ci-dessus pour la reaction avec la quinone. Le precurseur de colorant peut egalement etre present sous 
forme d'exlrait sec ou de produit purifie. Dans ce dernier cas, le kit peut contenir au moms un tel solvant dans un 
conteneur separe dont le contenu est utilise pour dissoudre les reactifs (precurseur de colorant et/ou quinone) au 
moment de ('utilisation. De meme, la quinone peut etre presente sous forme de produit pur ou sous forme de solution. 

Les exemples suivants illustrent I'invention. 

EXEMPLE 1 : Culture in vitro a I'obscurite en presence de lactose 

On met en culture en milieu liquide. dans des conditions aseptiques, un fragment de cotyledon de luzerne (variete 
Europe). Le milieu de culture, qui presente la particularite de contenir du lactose comme substrat carbone, a la com- 
position suivante : 
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Constituants 


Concentrations (mg.L' 1 ) 


KN0 3 


1900,000 


NH 4 N0 3 


1650,000 


KH 2 P0 4 , H 2 0 


170,000 


MgS0 4: 7H 2 0 


370,000 


CaCI2. 2H 2 0 


440,000 


MnS0 4: H 2 0 


0,076 


NiCI 2 . 6H 2 0 


0,030 


AICI 3> 6H 2 0 


0,050 


H3BO3 


1,000 
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(suite) 



w 



15 



uonsuiuanis 


f^nnr&ntrzitinns (mo /_"' ) 

LxL// /Oof ill CI ( ' » ' *y • *— / 


ZnS0 4 , 7H 2 0 


1 nnn 

I ,uuu 


CuS0 4l 5H 2 0 


0,030 


Kl 


0,01 O 


FeS0 4 , 7H 2 0 




Na 2 EDTA 




Panthotenate de calcium 


1,000 


Meso-inosilol 


100,000 


Acide nicotinique 


1 ,000 


Pyridoxine 


1,000 


Thiamine 


1 ,000 


Biotine 


0,010 


Kinetine 


0,100 


Acide naphtalene acetique 


0,100 


Lactose 


30000,0 
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Ce milieu de culture est prealablement sterilise a I'autoclave pendant 20 minutes a 115°C. 

Pour I'entretien de la culture, on recolte les cellules-par filtration sur une toile de Blutex de 50 u.m et on inocule du 
milieu de culture vierge. en fioles d'Erlenmeyer de 1 L contenant 400 ml_ de milieu, avec 20 g de la biomasse recoltee. 
La culture est maintenue a 26°C a I'abri de la lumiere avec agitation a 100 rpm. L'entretien est hebdomadaire. 

EXEMPLE 2 : Extraction et caracterisation du precurseur de colorant: react ion avec la 1 ,4-naphtoquinone 

a ) Qbtention du precurseur de colorant sous la forme d'u ne solution filtree 

Des cellules cultivees comme a Texemple 1 sont recoltees a la fin d'un cycle d'entretien par filtration sur toile de 
Blutex 50 urn. On introduit 5 g de matiere fraiche ainsi recoltee dans 15 cm 3 d'une solution tamponnee de pH 6,5. 

La solution tampon est preparee de la facon suivante : on prepare une solution A contenant 27,8 g de NaH 2 P0 4 , 
2H 0 O dans 1 L d'eau ultrapure ; on prepare une solution B contenant 53,65 g de Na 2 HP0 4 , 7H 2 0 dans 1 L d'eau 
ultrapure ; on melange.171 ,25 mL de solution A avec 78,75 mL de solution B et 250 mL d'eau ultrapure pour obtenir 
500 mL de la solution tamponnee. 

La suspension de cellules est broyee dans un homogeneiseur de Potter Le melange broye est filtre sur filtre 
Whatmann de 2,7 u.m, puis le tiltrat obtenu est filtre sur membrane Millipore 0,2 u.m. Les operations de filtration sont 
effectueesa4°C. 

b) Reaction avec la 1 A-naohtoctuinone 

A 5 cm 3 du filtrat obtenu, on ajoute 50 pL d'une solution contenant 12,5 g/Lde 1 : 4-naphtoquinone dans le methanol. 
On laisse le melange obtenu en incubation pendant 90 minutes a 30°C. 

c) Extraction de produit colorant 

On ajoute ensuite une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 1N jusqu'a pH 2,5 et on ajoute du chlorure de 
methylene, a raison d'un volume pour un volume de milieu reactionnel. On agite pendant une heure avec un barreau 
magnetique, on centrifuge pendant 10 minutes a 10000 rpm. On separe la phase organique et la phase aqueuse. On 
ajoute a la phase aqueuse de I'acetate d'ethyle (1 volume d'acetate d'ethyle pour un volume de phase aqueuse). On 
agite pendant une heure puis on laisse decanter et on separe les phases organique et aqueuse. 

Les phases organiques sont reunies et sechees sur sulfate de sodium anhydre. Ce dernier est ensuite elimine par 
filtration. On evapore ensuite les solvants sous pression reduite a 50°C. On obtient un residu sec. 

d) Analyse de Vextrait obtenu 

Le residu sec obtenu au stade precedent, dissous dans un melange methanol/chlorure de methylene 50:50 (en 
volume), est analyse par CCM (chromatographie sur couche mince) de silice. On elue avec du chlorure de methylene 
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contenant 1 % de methanol. 

On observe la presence d'un produit A caracterise par Rf = 0,38 et d'un produit B caracterise par Rf = 0,85. 

Uextrait est egalement caracterise en HPLC, avec une colonne HPLC Lichrosorb® RP (fournisseur : MERCK). 
L'eluant est un melange 60/40 (V/V) d'acetonitrile et d'eau ultrapure acidifiee jusqu'a pH 3 par I'acide phosphonque. 
Debit : 1 cm 3 par minute. 

On effectue la detection a 490 nm. Les produits A et B sont caracterises respectrvement par des temps de retention 

de 22,7 et de 1 3,8 minutes. 4 , 

L'analyse par CCM (eluant : melange chlorure de methylene/ methanol 98:2) du residu sec obtenu au stade pre- 
cedent, en solution dans un melange chlorure de methylene-methanol (50:50), a permis d'isoler en outre un compose 
C, de couleur violette (Rf=0,2). 

L'analyse par CCM (eluant : melange chlorure de methylene/ heptane 85:15) du residu sec obtenu au stade pre- 
cedent, en solution dans un melange chlorure de methylene-methanol (50:50 en volume), a permis egalement d'isoler 
un compose D, de couleur jaune (Rf=0,14). DkJK , 
Les composes A, B, C et D ont ete caracterises par spectrometrie de masse, en RMlsPH, en RMN 13 C, en RMN 

2D 1 H- 13 Cet 1 H- 15 N. 

L'ensemble des donnees analytiques permet de proposer les structures survantes : 
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Compose A 



Compose B 
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Compose C 



Compose D 



Le compose A est done la 6,7 l 8,9-tetrahydro<iinaphto[2 t 3-f:2 , ,3 , -h] quinoleine-5,10,11 ,16-tetraone, le compose B 
est la dinaphto[2 J 3-e:2' J 3 , -g]indoline-5,9, 1 4, 1 5-tetraone, le compose C est la 4b-hydroxy-4b,4c, 1 0a, 1 0b, 1 1 , 1 2, 1 3-hep- 
tahydro-3-aza-anthra[1 ,4-def Jnaptho[2 , ,3 , -pJchrys6ne-5 l l0 l 14 I 19 l 20-pontaono l et le compose D est la dinaptho[2,3-e: 
2'.3'-g]indole-5, 1 4, 1 5-trione. 

En solution dans le chlorure de methylene, les composes A 5 B et C ont une couleur rouge et le compose D une 
couleur jaune. 

Dans d'autres experiences, le filtrat obtenu a I'exemple 2a) ci-dessus a ete traite a ('autoclave pendant 30 minutes 
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a 12CC Apres addition de naphtoquinone et incubation comme ci-dessus. il nV a pas formation des composes A et 
B Par centre un traitement du filtrat pendant 30 minutes a 80°C n'empeche pas robtention des produrts A et B. 

' L orsaue ie filtrat obtenu comme precedemment est prealablement traite par une protease a une concentration 
finale de 80 unites pendant 15 heures a 40'C. on observe la formation des produits A et B, en quantite detectable, 
sores reaction avec la 1 ,4-naphtoquinone dans les conditions deja decrites ci-dessus. 

Dans d'autres experiences, le filtrat obtenu a I'exemple 2a) ci-dessus a ete dialyse a travers diff erentes membranes 
avant des seuils de coupure respectifs de 3500, 1000 et 500 daltons. Dans chaque cas, la reaction avec la 1 ,4-naph- 
fiuinone. suivie de ('extraction, comme decrit ci-dessus. a ete effectuee a la fois sur le retentat et sur le d,alysat, et 
on a analyse par CCM les produits obtenus, en recherchant les produits A et B. • 

Avec les membranes ayant un seuil de coupure de 3500 et de 1000 daltons, les produ.ts A et B sont detectes 
dans le produit obtenu par reaction avec le dialysat. Avec la membrane ayant un seuil de coupure de 500 daltons, les 
Droduits A et B se trouvent dans le produit obtenu par reaction avec le retentat. 

On neut done conclure que les precurseurs de colorant, presents dans le filtrat, qui reagissent avec la 1 ,4-naph- 
toquinone, ont une masse moleculaire comprise entre 500et 1000 daltons, etque la reactbn avec la 1 ,4-naphtoquinone 
is n'est pas de nature enzymatique. 

EXEMPLE 3 : Culture in vitro sous eclairement : comparison avec des cellules cultivees en presence de glu- 
cose 

Lorsque la culture des cellules de luzerne, dans le meme milieu qu'a I'exemple 1, est realisee sous eclairement 
(photopehode de 16 heures), on obtient egalement la formation des produits A et B apres reaction avec la 1,4-naph- 
toauinone comme decrit k I'exemple 2. » » 

Divers essais analogues a ceux de I'exemple 2 ont ete effectues sur des cultures de Med.cago sat.va cu twees 
sur le meme milieu que celui decrit ci-dessus, mais en presence de glucose comme source de carbone au lieu de 
lactose. On n'a pas obtenu les produits A et B, en quantite detectable, apres reaction avec la 1 ,4-naphtoquinone. 

EXEMPLE 4 : Reaction avec la p~benzociuinone 

On opere de fagon analogue a celle decrite a I'exemple 2b), en remplacant la 1 ,4-naphtoquinone. par la p-benzo- 
30 quinone. Le melange reactionnel obtenu a une coloration violette. 

EXEMPLE 5 : Reaction avec la iuglone 

On opere de facon analogue a -.elle decrite a I'exemple 2b), en remplacant la 1 ,4-naphtoquinone par la 5-hydroxy 
35 1 ,4-naphtoquinone (juglone). On obtient une coloration marron. 

EXEMPLE 6 : Reaction avec la naphtazarine 

On opere de facon analogue a celle decrite a I'exemple 2b), en rempla?ant la 1 ,4-naphtoquinone par la 5,8-dihy- 
40 droxy 1 ,4-naphtoquinone (naphtazarine). On obtient une coloration rose. 

EXEMPLE 7 : Etude du pouvoir tinctorial 

Les essais sont effectues sur des lots de cheveux contenant 90 % de cheveux blancs naturels. 
45 Des essais ont egalement ete effectues sur les memes cheveux prealablement permanentes avec la permanente 

DULCIA 1® (fournisseur : L'OREAL). 

L'extrait obtenu a I'exemple 2c) ci-dessus est dissous dans I'ethanol a 95 %. 

Composition 1 on ajoute a la solution ethanolique un egal volume d'eau addilionnee d'acide citrique jusqu a pH 4. 
Composition* : on ajoute a la solution ethanolique un ega) volume d'eau additionnee de monoethanolamme jusqu'a 

Ph O^immerge des meches de cheveux de 1 ,2 g dans la composition 1 ou 2. On laisse agir pendant 30 minutes a 
45°C puis on rince les meches et seche les cheveux. 

Dans tous les cas, on obtient uno coloration tabac, plus marquee sur cheveux permanentes. 

55 EXEMPLE 8 : Composition de teinture pour cheveux 

CoSymere acetate de vinyle/acide crotonique/ polyethylene glycol vendu sous la denomination -Aristoflex A" par 
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la Societe HOECHST 1 .5 g 
Ethanol 40 g 
Triethanolamine q.s.p. pH = 7 
Eauq.s.p 100 g 

Cede lotion est appliquee sur des cheveux blancs. Les cheveux sont alors mis en forme et seches. lis sont colores 

60 ' On obtient des resultats analogues en rempla9ant le compose A par le compose B ou C, ou par un melange en 
quantites egales des composes A, B et C. 

EX EMPLE9: Composition de vemis a ongles 

On prepare une composition pour coloration des ongles ayant la composition suivante (% en poids) : 

is - Toluene 21,97 

Acetate de butyle 1 0 

Acetate d'ethyle 1 0 

Acetate de n-propyle 10 

Isopropanol 25 
20 - Nitrocellulose 9 

Phtalate de dibutyle 2 

Santolite 3 

Butyral polyvinylique 5 

Acetyl-tributyl-citrate 3 
2$ - Filtre U.V. 0,5 

Colorant 0,53 

Lorsque le colorant est le compose A, B ou C, on obtient un vemis a ongles de couleur rose-rouge. Avec le compose 
D, la couleur du vernis est jaune. 

30 

F*FMPLE10: Kit 

La reaction de coloration peut etre effectuee a I'aide d'un kit compose de 2 reactifs : 

35 . - .un reactif A est constitue d'un flacon de verre de 1 0 mL contenant 50 pL d'une solution methanolique de 1 ,4-naph- 

- ^^^BmX^^iM d'un flacon de verre de 5 mL contenant 5 mL de reactif prepare comme suit : des cellules 
de luzerne (5 g) sont broyees dans un tampon comme decrit a I'exemple 1 . Le milieu obtenu est filtre en condit.ons 
aseptiques sur membrane Millipore de 0,2 u,. 5 mL de ce melange sont transfers de facon asept.que dans un 
40 flacon de verre preaiablement sterilise par autoclavage, 120°C, 30 minutes. 

Ces deux reactifs peuvent done se conserver ainsi a temperature ambiante durant quelques semaines. 
Au moment de I'utilisation, le contenu du reactif B est transfere dans le flacon contenant le reactif A. Celu.-c. est 
alors place au bain-marie pour incubation pendant 90 minutes a 30"C, ce qui conduit a la formation des colorants 
45 recherches. 



Revendications 

so 1. 



55 colorant. 



Precede de preparation d'une composition contenant un precurseur de colorants, caracter.se par le tart que Ton 
broie des plantes ou parties de plantes du genre Medicago, ou des cellules d'une plante du genre Med.cago 
crovenant d'une culture in vitro, et que I'on separe et recueille selon les methodes de Iractionnement usuelles une 
fraction au moins partiellement purifiee exempto de constituants de masse moleculaire super.eure a 3500, lad.te 
fraction etant capable de reagir en solution aqueuse avec la 1,4-naphtoquinone en donnant au moms un produrt 



Precede selon la revendication 1, dans lequel, pour separer ladite fraction au moins partiellement purifiee, on 
opere selon Tune au moins des methodes suivantes : 
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on procede a une filtration et recueille le filtrat ; 

on procede a une decantation ou a une centrifugation et on recueille le surnageant ; 
- on procede a une extraction avec un solvant. puis, si desire, on evapore ledrt solvant. 

s 3 Procede selon la revendication 2 dans lequel. en outre, on traite un broyat, un extrait. un filtrat ou un surnageant 
' ainsi obtenu de fagon a eliminer les constituants de masse moleculaire supeneure a 1 500. 

4 Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que I'on cultive in Erodes 
cemes d'unTplanle , du gen°e Medicago. dans un milieu contenant une source de carbone appropr.ee, on bro,e 
to la biomasse formee, et on separe et recueille ladite fraction au moins partiellement punf.ee. 

5. Procede selon la revendication precedente. caracterise par le fait que I'on effectue ladite culture dans un milieu 
contenant uniquement du lactose comme source de carbone. 

,5 6. Procede selon I'une quelconque des revendications 4 et 5, caracterise par le fait que Ton effectue ladite culture a 
I'obscurite. 

7. composition, contenant au moins un precurseur de colorant, pouvant etre obtenue selon le procede de I'une 
quelconque des revendications precedentes. 

8 Composition selon la revendication 7, caracterisee par le fait qu'e.le se presents sous la forme d'une solution ou 
sous la forme d'un produit solide soluble dans un solvant choisi parmi I'eau. les alcanols .nfer.eurs, le chlorure de 
methylene, et leurs melanges. 

9 Composition selon la revendication 7 ou 8, caracterisee par le fait que ledrt precurseur est present dans ladite 
concentration superieure a la concentration dudit precurseur dans ladite plante ou dans lesd.tes 

cellules a I'etat desseche. 

10 Composition selon I'une quelconque des revendications 7 a 9, caracterisee par le fait que ledit precurseur de 
Soran est present dans'.adite composition a une concentration au moins egale ^^^^T 
une dispersion aqueuse contenant. par litre de dispersion. 1 gramme, en mat.ere seche. d'un broyat de cellules 
de ladite plante. les cellules dudit broyat ayant ete cultivees in vitro dans un milieu contenant un.quement du 
lactose comme source de carbone. 

1 1 Composition selon I'une quelconque des revendications 7 610. caracterisee par le fait que ladite plante est choisie 
£rmi MeSago sativa, Medicago falcata, Medicago intermedia, Medicago media, Medicago var.a et Med.cago 
versicolor. 

12 Composition selon I'une quelconque des revendications 7 a 11, caracterisee par le fait que ledit precurseur est 
40 ' capable de reagir avec la 1 ,4-naphtoquinone en donnant I'un au moins des produrts su.vants : 

- 6,7,8,9-tetrahydro-dinaphtot2,3-f:2',3'-h]quinoleine 5,10,11, 16-tetraone, 

- dinaphtof2,3-e:2',3'-g]indoline-5,9,14,15-tetraone, on 

- 4b-hyuroxy-4b,4c,1 Oa, 1 0b,1 1 , 1 2. 1 3-heptahydro-3-aza-anthral1 ,4-def jnaphto[2', 3'-p]chrysene-5, 10,14, 1 9,20- 

45 pentaone, et 

- ■dinaphto[2,3-e:2',3'-g]indole-5,14,15-trione. 

1 3 Procede d'obtention d'un produit colorant, caracterise par le fait que I'on fail reagir une quinone avec une compo- 
' sition telle que definie dans I'une quelconque des revendications 1 a 6, et que. si desire, on isole et/ou purrf.e un 

so produit colorant issu de cette reaction. 

1 4 Procede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ladite quinone est choisie parmi les 1 ,4-bery 
zoq^nones eventuellement substituoes en I'une au moins des positions 2 et 3, les 1 ,4-naphtoqu.nones eventuel- 
lement substitutes en I'une au moins des positions 5, 6, 7 et 8, et la diphenoqu.none. 

15. Procede se.on la revendication precedente. caracterisee par le fait que ladite quinone est une ^nzoquin one 
eventuellement substitute de formule (I) ou une 1 ,4-naphtoquinone eventuellement subst.tuee de la formule (II). 
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(II) 



dans lesqueiles les substituants R, R' et a R 4 represented independamment -H, hydroxy, alkyle en C r C 4 . 
alcoxy en C V C A , sulfonyle, ou un groupement heterocy clique ou aryle eventuellement substitue. 

16 Precede selon Tune quelconque des revendications 1 3 a 1 5, caracterise par ie fait que ladite quinone est choisie 
75 " oarmi la 1 4-benzoquinone. la 2-methyM ,4-benzoquinone, la 2-(4-methyl-2-furanyl)-1,4-benzoquinone, la 2-hy- 
droxv-1 4-benzoqu.none. la 2-phenyl-1 ; 4-benzoquinone, la 1 ,4-naphtoquinone, la 5-hydroxy-1 ,4-naphtoquinone, 
la 5-hydroxy-7-methyl-1 .4-naphtoqu.none, la 6-methyl-1 ,4-naphtoquinone et la 5,8-dihydroxy-1 ,4-naphtoquinone. 

17. Procede selon I'une quelconque des revendications 13 a 16, caracterise par le fait que Ton effectue ladite reaction 
20 ' en solution a une temperalure pouvanl aller de 20 a 100°C environ. 

18. Produit colorant caracterise par le fait qu'il est susceptible d'etre obtenu par le procede de I'une quelconque des 
revendications 13 a 17. 



19. Produit colorant selon la revendication proccdente, caracterise par le fait qu'il est choisi parmi les suivants : 



- ej.e.Q-tetrahydro-dinaphto^S-f^'.S'-h] quinoleine 5,10,11 ,16- tetraone, 

- dinaphto^.S-e^'.S'-gJindoline-S.Q.^.IS-tetraone, 

- Ab-hydroxy^b^ilOa.lOb.ll.^.lS-heptahydro-S-aza-anthrall^-detlnap^ [2 ,3-p]chrysene- 
30 5,10,1 4,1 9, 20-pentaone, et 

- dinaptho[2, 3-e:2' , 3'-g] indole-5. 1 4. 1 5-t rione. 

20 Kit permettant de preparer une composition colorante, ledit kit comprenant, dans des conteneurs separes dont les 
" contenus sont a melanger au moment de Temploi, au moins un precurseur de colorant et au moms une quinone, 
35 ledit precurseur presentant les caracteristiques suivantes : 

- e'est un produit existant a I'etat naturel dans les cellules d'une plante du genre Medicago, 

- il est capable de reagir avec ladite quinone en donnant au moins un produit colorant. 

40 21. Kit selon la revendication 20, caracterise par le fait que ladite plante est choisie parmi celles mentionnees dans 
la revendication 5. 

22. Kit selon la revendication 20 ou 21 , caracterise par le fait que ladite quinone est choisie parmi celles mentionnees 
dans I'une quelconque des revendications 14 a 16. 

23. Composition colorante, caracterisee par le fart qu'elle contient un produit colorant tel que defini dans I'une quel- 
conque des revendications 18 et 19. 
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